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MILIEUX DE CULTURE ET D' IDENTIFICATION SPECIFIQUE DE 
D I FFE RE NTE S ESPECES DE CANDIDA ET PROCEDES D' ANALYSE 

La pr^sente invention concerne un milieu de culture 
et d f identification specif ique de levures et un proc6d<§ 
d f analyse microbiologique pour identifier specif iquernent les 
levures Candida albicans et Candida tropicalis et/ou 
diff6rencier les levures C. albicans et C. tropicalis. 

L'espece C. albicans est la plus commuri6ment isolee a 
partir d f <§chantillons cliniques et provoque des infections 
plus ou moins importantes de la peau, des ongles et des 
muqueuses chez les individus pr£sentant des defenses 
immunit aires normales et des infections tres s^rieuses chez 
les individus affaiblis et notamment ceux infectes par le 
Virus de 1 9 Immunodef icience Humaine (VIH) . Selon les etudes 
C. tropicalis est la deuxieme ou troisi&me espece en frequence 
d f isolement dans les pr^levements d'origine humaine. II est 
done essentiel non seulement de pouvoir detecter tres 
rapidement la presence de ces levures dans des prelevements, 
mais egalement de differencier celles appartenant a I'espdce 
C. albicans, de celles de l 1 espece c. tropicalis. 

Pour cela, il a &t€ propose ces derni^res anti^es de 
nombreuses techniques pour identifier rapidement les levures 
C. albicans. Le plus grand nombre d'entre elles est bas6 sur 
la mise en evidence d f une activite hexosaminidase, e'est-a- 
dire d f enzymes ayant une activity N-ac6tyl-fi-D-glucosaminidase 
ou N-ac6tyl-fi-D-galactosaminidase ou N-ac6tyl-B-D- 

mannosaminidase (FR-2 684 110, FR-2 659 982), Neanmoins ces 
proced£s souffrent d f une specificity r6duite vis-a-vis des 
levures de l 1 espece C. tropicalis. 

Les inventeurs de la pr^sente invention ont decouvert 
qu f en inhibant une activity enzymatique de 1' espece 
C. tropicalis, notamment Inactivity hexosaminidase, il etait 
possible de pallier aux inconv^nients des tests pr£cites et 
ainsi d f apporter un moyen d f identification et/ou de 
diff^renciation des levures, notamment de C. albicans et C. 
tropicalis, rapide et peu cotiteux. 
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Par ailleurs, 1' activite enzymatique glucosidase a 
dej& fait l'objet de recherches par certains documents/ conime 
Casal, M. et Linares, M.J. « Contribution to the study of the 
enzymatic profiles of yeast organisms with medical interest » 
5 Mycopathologie 81,155-159 (1983). Cette activite est positive 

chez quelques souches de C. albicans, C. troplcalls et Candida 
pseudotroplcalls (appele aujourd'hui Candida kefyr) , mais 
negatives pour les autres Candida, par exemple 
C. parapsllosls, C. gullllermondll, C. krusel. 

10 II est done apparu interessant d r essayer de cumuler, 

dans un m§me milieu, la possibility de rechercher deux 
activites enzymatiques differentes, c' est-a-dire 

hexosaminidase et glucosidase. Or on constate que, dans les 
milieux selon 1' invention, ce cumul permet de dif ferencier plus 

15 precisement les C. albicans par rapport aux C. gullllermondll, 

C. kefyr, C. lusltanlae et/ou C. troplcalls et par rapport aux 
autres Candida, mais £galement de differencier les 
C. gullllermondll, C. kefyr, C. lusltanlae et/ou C. troplcalls 
par rapport aux autres Candida. 

20 Bien entendu, il est prevu d'associer, dans un meme 

milieu, aux substrats sp^cifiques des activites hexosaminidase 
et glucosidase, que l'on recherche, un inhibiteur selon 
1' invention, et meme un activateur de 1' activite 
hexosaminidase . 

25 L'objet de l f invention est done un milieu de culture 

et d T identification specif ique de levures comprenant un 
substrat chromog&ne ou fluorig&ne, susceptible d'etre 
hydrolys6 par une enzyme du groupe des hexosaminidases, 
caract6ris£ en ce que le milieu comprend en outre au moins un 

30 compose s61ectivement inhibiteur de l'activite hexosaminidase 

de Candida troplcalls. 

Grice a l f invention, le milieu de culture permet 
notamment l f identification specif ique des levures de l T esp£ce 
C. albicans et/ou C. troplcalls. 
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Selon un mode de realisation pref erentiel de 
1' invention, le milieu de culture comprend en tant que compose 
selectivement inhibiteur une amide de formule (I) : 

5 (I) R-(CO-NR'R f ' ) n 

dans laquelle, premierement , soit R, R f et R T 1 sont, 
independamment les uns des autres, const itues par : 

- un a tome d^ydrogene, 

10 - une chalne hydrocarbonee, saturee ou insaturee, 

aliphatique ou cyclique, comportant eventuellement au moins un 
heteroatome, 

soit chacun des R et/ou R' et/ou R' ' f orment ensemble 
une chaine hydrocarbonee cyclique, saturee ou insaturee, 
15 comportant eventuellement au moins un heteroatome, 

et deuxiemement , n est un nombre entier superieur ou 

egal a 1 . 

Selon 1' invention, par une chaine hydrocarbonee 
"comportant" au moins un heteroatome, on entend que la chaine 
20 hydrocarbonee peut etre substitute par au moins un substituant 

tel que notamment -NH2 1 -COOH, -SH, et un atome d'halogene, 
et/ou peut etre interrompue par au moins un heteroatome tel 
que notamment O, S, et N. 

Selon un mode de realisation preferentiel de 
25 1 # invention, le milieu de culture comprend en tant que compose 

selectivement inhibiteur une amide de formule (I): 

(I) R-CCO-NR'R' • ) n 

30 dans laquelle, premierement, soit R, R 1 et R' 1 sont, 

independamment les uns des autres, constitues par : 

- un atome d'hydrogene, 

- une chaine hydrocarbonee, saturee ou insaturee, 
aliphatique ou cyclique, eventuellement interrompue par au 

35 moins un heteroatome, 
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soit chacun des R et/ou R' et/ou R' ' f orment ensemble 
une chaine hydrocarbonee cyclique, saturee ou insaturee, 
comportant eventuellement au moins un heteroatome, 

et deuxiemement, n est un nombre entier super ieur ou 

egal a 1. 

Selon un autre mode de realisation preferentiel de 
1' invention, le milieu de culture comprend en tant que compose 
selectivement inhibiteur une amide de formule (I) : 

(I) R- (CO-NR f R« 1 ) n 

dans laquelle, premier ement , R, R' et R ? 1 sont, 
independamment les uns des autres, constitues par : 

- un atome d f hydrogene, 

- une chaine hydrocarbonee aliphatique, 
et, deuxiemement, n est egal a 1 ou 2 . 

Selor> un mode de realisation tres preferentiel de 
I 1 invention, le compose selectivement inhibiteur est une 
acetamide. 

Selon un autre mode de realisation de 1* invention, le 
milieu de culture comprend un activateur specif ique de 
1* enzyme hexosaminidase de C. albicans. 

Selon un mode de realisation prefere de 1' invention, 
l 1 activateur specif ique de 1» enzyme hexosaminidase est la N— 
acetyl-glucosamine . 

Selon un autre mode de realisation de 1* invention, le 
milieu de culture comprend un melange de composes 
selectivement inhibiteurs. 

Selon un mode de realisation prefere de 1' invention, 
le melange de composes selectivement inhibiteurs est constitue 
d f acetamide et de formamide. 

Selon un mode de realisation prefere de 1* invention, 
le milieu est liquide ou gelifie. 

Selon un mode de realisation de l 1 invention, le 
milieu de culture est gelifie et comprend pour 1 litre : 

- peptones ou melange de peptones 0,01-40 g 
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- extrait de levure 0,01-40 g 

- glucose (source de carbone) 0-10 g 

- tampon phosphate (pH entre 5 et 8,5)2,5-100 mM 

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl- 
A-D-glucosaminide 20-600. 10~ 6 M 

- acetamide 0,01-20 g 
5 - inhibiteur de bactSries 0-20 g 

- agar 11-20 g 

Selon un autre mode de realisation pr6f6re de 
1' invention, le milieu de culture gelifie ou liquide d6crit 
ci-dessus comprend de plus de la N-ac6tyl-glucosamine £ 1,0 
10 g/1. 

Selon un autre mode de realisation pref^re de 
1' invention, le milieu de culture gelifie ou liquide decrit 
ci-desssus comprend de plus de la formamide & 0,5 g/1. 

Un autre objet de l f invention est un proc^de 

15 d' analyse microbiologique pour identifier s61ectivement les 

levures C. albicans et/ou C. troplcalis et/ou differencier les 
levures C. aJJbicans et C. tropicalis, caract£ris6 en ce que 
l'on met directement 1 1 £chantillon a analyser au contact d f au 
moins un milieu d f identification decrit ci-dessus. 

20 A cet effet la pr^sente invention concerne egalement 

un milieu pour la detection et 1' identification specif ique de 
levures, qui est caracterise par le fait qu' il comprend deux 
substrats, un premier substrat, chromogdne ou fluorigene, 
susceptible d'etre hydrolyse par une enzyme du groupe des 

25 hexosaminidases, et un second substrat, chromog^ne ou 

fluorigdne, susceptible d'etre hydrolyse par une enzyme du 
groupe des glucosidases . 

Selon un mode prefer^ de realisation de 1' invention, 
dans ce milieu, chaque substrat est constitu6 d'une partie 

30 specif ique de 1' enzyme et d'une partie marqueur, caracterise 

par le fait que la partie marqueur du premier substrat est 
diff£rente de la partie marqueur du second substrat. 



WO 99/09207 



PCT/FR98/01717 



Selon un autre mode pr<§f£re de realisation de 
1' invention, le milieu comprend un activateur et/ou un 
inhibiteur d' hexosaminidase . 

Dans le cas ou il y a un activateur et/ou un 
5 inhibiteur, cet activiteur est constitu£ par une hexosamine 

et/ou une hexosaminidine et cet inhibiteur reprend les 
caracteristiques decrites ci-dessus. 

Selon encore un autre mode prefere de realisation de 
1' invention, le substrat d' hexosaminidinase est constitue par 
10 un derive d' indoxyl et/ou le substrat de glucosidase est 

constitue par un derive d f indoxyl. 

Dans tous les cas de figure, le milieu est liquide ou 

geiif ie. 

La presente invention concerne encore un procede 
15 d' analyse microbiologique pour detecter et identifier 

selectivement certaines espdces de levures Candida, qui est 
caracterise en ce que 1' on met directement 1' echantillon en 
contact avec un milieu selon l'une quelconque des 
revendications 13 ou 18, que l'on attend que des colorations 
20 apparaissent dans le milieu et que l'on identifie, par des 

differences de colorations, les C. albicans par rapport, d'une 
part, aux C. gullllermondll, C. kefyr, C. lusltanlae et/ou 
C. troplcalls et, d' autre part, aux autres Candida, ainsi que 
les C. gullllermondll, C. kefyr, C. lusltanlae et/ou 
25 C. tropicalls par rapport aux autres Candida. 

L'on attend entre 36 et 60 heures et avantageusement 
sensiblement 48 heures, lorsque le milieu ne contient pas 
d' activateur ou d' inhibiteur . 

L'on attend entre 18 et 30 heures et avantageusement 
30 sensiblement 24 heures, lorsque le milieu contient un 

activateur ou un inhibiteur. 

Selon un premier mode de realisation, ces procedes 
permettent d' identifier C. albicans, C. gullllermondll, 
C. kefyr, C. lusltaniae et/ou C. troplcalls par rapport aux 
35 autres Candida, lorsque le milieu contient : 

- un substrat d' hexosaminidase, et/ou 
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- un substrat de glucosidase, et/ou 

- un activateur d f hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 

Selon un deuxieme mode de realisation, ces proc£des 
permettent d' identifier C. albicans par rapport aux 
C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae, C. tropicalis 
et/ou aux autres Candida, lorsque le milieu contient : 

- un substrat d' hexosaminidase et un substrat de 
glucosidase, et/ou 

- un activateur d' hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 

Par "compose selectivement inhibiteur de 1 • activite 
de l f hexosaminidase de C. tropicalis", on entend tout compose 
capable d'inhiber de maniere selective 1' activity de 
l f hexosaminidase de C. troplcalis. Par exemple, les composes 
de type amide de formule ddcrite ci-dessus ont la propriete 
d'inhiber specif iquement 1* activity hexosaminidase des 
C. tropicalis, sans affecter celle des C. albicans. 

Par "identification", on entend la detection et/ou la 
quantification. 

Par w 6chantillon ", on entend notamment tout 
prelevement de type biologique, une souche ou un ensemble de 
souches de levure isolees par exemple apr&s culture. 

On expose ci-apres, de maniere g£n6rale la 
composition du milieu de culture, exprim^e en g/1 de milieu 
final. 

Le milieu comprend une base nutritive necessaire au 
developpement des levures et des inhibiteurs specifiques de 
1* hexosaminidase des C. tropicalis selon l f invention. 

Les 616ments constitutifs de la base nutritive 
comprennent : 

- des peptones de 0,01 a 40 g/1/ telles que la 
peptone de viande, le produit commercialism par la soci£t6 
bioMerieux sous la marque bioSoyase ou analogue, ou encore un 
melange de peptones ; de pr6f6rence, la peptone ou le melange 
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de peptones est present dans le milieu a environ 6 g/1 ±0,5 
g/1 ; 

- un extrait de levure de 0,01 a 40 g/1, de 
preference environ 1,5 g/1, apportant des vitamines de 
croissance des levures ; 

- une source de carbone, telle que le glucose, le 
glycerol, un acetate, un pyruvate, un lactate, l'arginine, un 
aminobutyrate, ou un melange de ces composants, dans la 
proportion de 0 a 10 g/1 ; la source de carbone est de 
preference le glucose en une quantite de 1 g/1 ; 

- un tampon ajoute au milieu afin d'obtenir un pH 
favorable pour le developpement de C. albicans, compris entre 
5 et 8,5 ; le tampon est choisi parmi les tampons phosphates, 
Tris , Hepes (acide N-2-hydroxyethyl-piperazine-N ■ -2- 
ethasulf onique ) et citrate dans la proportion de 2,5 a 100 
mM ; de preference, le tampon est un tampon phosphate 10 mM 
pour ajuster le pH du milieu & une valeur voisine de 7 ; 

- de l f Agar de 11 a 20 g/1, de preference de 15 g/1. 
Le substrat chromog&ne ou fluorigene peut etre tout 

substrat chromog^ne ou fluorigene hydrolysable par une 
hexosaminidase, telle qu»une galactosaminidase, 

glucosaminidase ou mannosaminidase, pour liberer un produit 
colore ou fluorescent. De preference, le substrat est choisi 
parmi ceux presentant une forte coloration ou fluorescence 
avec peu de molecules, et n'induisant pas de modification du 
metabolisme des microorganismes, excepte pour l'activite 
enzymatique recherchee. Ces substrats sont de preference 
choisis, pour les substrat s chromogenes, parmi ceux comprenant 
un groupement chromophore tel qu f un indolyle substitue ou non, 
et notamment parmi le 5-Bromo-4-chloro-3-indolylHST-acetyl-fi-D- 
glucosaminide, le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl-B--D- 
galactosaminide, 6-Chloro-3-indolyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide 
ou le 5-Bromo-6-chloro-3-indolyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide de 
20 a 600 mM, avantageusement le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N- 
acetyl-B-D-glucosaminide k 200 mM, et pour les substrats 
f luorigdnes , parmi la 4-Methylumbellif eryl-N-acetyl-b-D- 
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galactosaminide, la 4-Methylurobellif eryl-N-acetyl-b-D- 

glucosaminide . 

L'inhibiteur specif ique de 1 'hexosaminidase des 
levures de 1'espece C. tropicalis est choisi 

preferentiellement dans le groupe des composes de type amide 
(I) ou leurs melanges. II est notamment choisi parmi les 
amides telles que la formamide f l'acetamide, la propionamide, 
la glycinamide, la succinamide, et autres. La quantite du 
compose de type amide est comprise entre 0,01 et 20 g/1. De 
preference I'inhibiteur choisi est l'acetamide a 1 g/1. 

Afin d f obtenir pour les levures de l'espece 
C. albicans une activite intense et precoce, il peut 
avantageusement etre ajoute au milieu de culture un activateur 
d' hexosaminidase tel que decrit dans le document FR-A- 
2.684.110. De meme un inhibiteur ou un melange d ' inhibiteurs 
des bacteries, permettant d'inhiber la croissance des 
bacteries & Gram positif et de celles a Gram negatif , sans 
affecter celle des levures, et si 'possible des champignons, 
peut etre ajoute au milieu. De preference, les inhibiteurs de 
bacteries sont choisis dans le groupe des antibiotiques tels 
que gentamicine, chloramphenicol, penicilline, streptomycine, 
cycloheximide, neomycine, tetracycline, oxytetracycline ou un 
melange d f antibiotiques, et/ou parmi la tellurite, un 
molybdate et analogues, ou leurs melanges. Avantageusement, on 
choisit le chloramphenicol (0,5 g/1), ou un melange de 
gentamicine (0,1 g/1) et de chloramphenicol (0,05 g/1). II est 
egalement possible d'inhiber la croissance des bacteries en 
diminuant le pH du milieu jusqu'a un pH acide. 

Comme cela est demontre par les exemples ci-apres, la 
reaction d'hydrolyse enzymatique reste specif ique au dela de 
24 heures d f incubation. 

Exemple 1 ; 

Des essais ont ete realises pour tester l'effet de 
l'acetamide sur 1' activite hexosaminidase des levures. 
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Deux milieux ont ete prepares selon les techniques 
habituelles. Le premier milieu ci-apres designe Milieu I 
contient tous les elements de la base nutritive, ainsi qu'un 
substrat chromogene d'une hexosaminidase et un melange 
inhibiteur de bacteries. 

La composition du Milieu I pour un litre de milieu 



final est la suivante : 

- bioSoyase (bioMerieux) 6,0 g 

- extrait de levure (bioMerieux) 1,5 g 

- glucose (Merck) 1/0 9 

- tampon phosphate (Merck) 10,0 mM 

- Mn2+ (Merck) 1/0 mM 

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl- 
B-D-glucosaminide (Biosynth) 0,1 g 

- gentamicine 0,1 g 

- chloramphenicol 0,05 g 

- agar (bioMerieux) 15,0 g 



Le pH du milieu a ete a juste aux environs de 7. 

Le second milieu appeie Milieu II correspond au 
milieu selon 1' invention et contient tous les elements ci- 
dessus decrits pour le Milieu I, plus l 1 inhibiteur specif ique 
de l f hexosaminidase des C. tropicalis, c'est-a-dire un compose 
acetamide (Sigma) a 1,0 g. 

Sur ces deux milieux, 12 souches de levures ont ete 
directement cultivees en boite de Petri. Les souches provenant 
de la collection de la demanderesse, appartiennent aux especes 
suivantes : C. albicans (3 souches), C. glabrata (2 souches), 
C. Jerusei (1 souche) , C. parapsilosis (1 souche) , 
C. troplcalis (3 souches), Saccharomyces cerevisiae (1 
souche), Trichosporon spp. (1 souche). Les boites ont ete 
incubees & 37 °C pendant 48 heures. Les colonies forages ont 
ete examinees visuellement , respect ivement apres 24 et 4 8 
heures d f incubation selon les interpretations suivantes : 

- les colonies bleues correspondent a des souches 
produisant la N-acetyl-fi-D-glucosaminidase appartenant a 
priori a Pespece C. albicans ; 
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- les colonies blanches correspondent aux souches ne 
produisant pas 1' enzyme precitee ou dont cette enzyme est 
inhibee par le compose de type amide, elles appartiennent done 
a d'autres especes de levures qui seront alors a identifier a 
5 l'aide des techniques habituelles. 

Les resultats sont presentes dans le tableau I 
ci-apres : 

TABLEAU I 





Coloration 


a 24 heures 


a 48 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


i Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


I 


! 1* 


2 




3 






II 


1 


2 




3 






C. glabrata 


I 






2 






2 


II 






2 






2 


C. krusei 


I 






1 






1 


II 






1 






1 


C. parapsilosls 


I 






1 






1 J 


II 






1 






1 


C. tropicalis 


I 






3 


3 






II 






3 




1 


2 


S. cerevisiae 


I 






1 






1 


II 






1 






1 


Tri chosporon 


I 






1 


1 






II 






1 


1 







10 

* : nombre de souches, = 0 

Comme cela ressort du tableau I ci-dessus, l f apport 
du compose de type amide permet une detection specifique des 

15 souches de C. albicans* En effet, seules les souches de 

C. albicans, ainsi qu'une souche de Trichosporon apres 48 
heures d' incubation uniqueraent, produisent des colonies 
colorees sur le milieu selon 1* invention. Les colonies de 
C. tropicalis qui sont bleues apres 48 heures sur le Milieu I 

20 donnent des colonies incolores sur le Milieu II, sauf une tres 

faiblement coloree apres 48 heures d* incubation. 



25 



Exemple 2 : 

L ? experience de l'exemple 1 a ete reproduite mais en 
utilisant des milieux liquides au lieu de milieux gelifies. 
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Les milieux III et IV correspondent done aux milieux I et II 
de l T exemple 1 mais sont depourvus d'agar. Par ailleurs, la 
concentration du 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl-b-D- 
glucosaminide est de 150 mg/1 de milieu final pour une 
5 utilisation en milieu liquide. Les milieux ont ete repartis en 

ampoules en verre, a raison de 3 ml par ampoule. Les souches 
etudiees sont les memes que dans I'exemple 1. Une suspension 
etalonnee a 2 MacFarland a l f aide d f un nephelometre a ete 
effectuee pour chacune des souches directement dans les 
10 ampoules contenant les milieux. Les ampoules ainsi inoculees 

ont ete incubees 48 heures a 37 °C. Elles ont ete examinees 
apres respect ivement 24 et 48 heures selon les interpretations 
de 1 1 exemple 1 . 

15 Les resultats sont presentes dans le tableau II ci- 

apres : 



TABLEAU II 





Coloration 


£ 24 heures 


ci 4 8 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


III 


1* 


2 




3 






IV 


1 


2 




3 






C. glabrata 


III 






2 






2 


IV 






2 






2 


C. krusei 


III 






1 






1 


IV 






1 






1 


C. parapsllosls 


III 






1 






1 


IV 






L 1 






1 


C. troplcalis 


III 




2 


1 


3 






IV 






3 




2 


1 


S. cerevlslae 


III 






1 1 






1 


IV 






1 






1 


Tri chosporon 


III 






1 




1 




IV 






1 




1 





20 

* : nombre de souches, = 0 



Comme cela ressort du tableau II ci-dessus, l f apport 
du compose amide permet une detection specifique des souches 
25 de C. albicans. En effet apres 24 heures d f incubation, seules 
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les souches de C. albicans donnent des tubes colores en bleu 
dans le milieu selon l r invention. Les souches de C. tropicalis 
qui donnent des tubes colores dans le Milieu III donnent des 
tubes incolores dans le Milieu IV. Apres 48 heures 
d' incubation la coloration des tubes comportant des souches de 
C. tropicalis est egalement inhibee ou au moins tres fortement 
reduite. 

Example 3 : 

Des essais ont ete realises pour tester l'effet de 
1 1 ace t amide sur l'activite hexosaminidase des levures en 
presence d f un activateur specif ique de cette enzyme. 

L f experience de l'exemple 1 a ete reproduite mais en 
ajoutant au milieu de la N-Acetyl-gluco s amine . Les milieux V 
et VI correspondent done aux milieux I et II de l'exemple 1 
auxquels on a ajoute de la N-Acetyl-glucos amine a 1,0 g/1 de 
milieu final. Les souches etudiees sont les memes que dans 
l'exemple 1. Elles ont ete directement cultivees en bolte de 
Petri. Les boites ont ete incubees a 37 °C pendant 48 heures. 
Les colonies formees ont ete examinees visuellement , 
respectivement apres 24 et 48 heures d f incubation selon les 
interpretations de l f exemple 1. 

Les resultats sont presentes dans le tableau III 
ci-apres : 
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TABLEAU III 





Coloration \ 


a 24 heures 


a 48 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


V 


2* 


1 




3 






VI 


2 


1 




3 






C. glabrata 


V 






2 






2 


VI 






2 






2 


C. krusel 


V 






1 






1 


VI 






1 






1 


C. parapsllosls 


V 






1 






1 


VI 






1 






1 


C. troplcalls 


V 






3 


I 3 






VI 1 






3 






3 


5. cerevlslae 


V 






1 






1 


VI 






1 






1 


Trl chosporon 


V 






1 


1 






VI 






1 


1 







5 * : nombre de souches, = 0 

Comme cela ressort du tableau III ci-dessus, l f apport 
du compose de type amide permet une detection specifique des 
souches de C. albicans. En effet, seules les souches de 

10 C. albicans, ainsi qu'une souche de Trlchosporon apres 48 

heures d* incubation uniquement, produisent des colonies 
colorees sur le milieu selon 1' invention. Les souches de 
C. troplcalls qui sont bleues sur le Milieu V donnent des 
colonies incolores sur le Milieu VI. L f ensemble de ces deux 

15 milieux permet done egalement une identification specifique 

des levures de l'espece C. troplcalls puisqu 1 apres 48 heures 
d' incubation, elles sont les seules a etre positives sur le 
milieu V et negatives sur le milieu VI. 

20 Exemple 4 : 

Des essais ont ete realises pour tester l f effet d'un 
melange de composes amides sur l'activite hexosaminidase des 
levures en presence d f un activateur specifique de cette 
enzyme . 
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L f experience de I'exemple 3 a ete reproduite mais en 
ajoutant au milieu VI de la formamide a 0,5 g/1 de milieu 
final (milieu VIII), le milieu VII etant identique au milieu V 
de I'exemple 3. Les souches etudiees sont les memes que dans 
5 l f exemple 3. Elles ont ete directement cultivees en boite de 

Petri* Les boites ont ete incubees a 37 °C pendant 48 heures. 
Les colonies formees ont ete examinees visuellement, 
respect ivement apres 24 et 48 heures d' incubation selon les 
interpretations de I'exemple 1. 

10 

Les resultats sont presentes dans le tableau IV ci- 

apres : 

TABLEAU IV 

15 





Coloration 


a 24 heures 


a 48 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


VII 


2* 


1 




3 






VIII 


2 


1 




3 






C. glabrata 


VII 






2 






2 


VIII 






2 






2 


C. krusei 


VII 






1 






1 


VIII | 






1 






1 


C. parapsilosis 


VII 






1 






1 


VIII 






1 






1 


C. tropicalis 


VII 






3 


3 






VIII 






3 






3 


S. cerevisiae 


VII 






1 






1 


VIII 






1 






1 1 


Tri chosporon 


VII 






1 


1 






VIII 






1 




| 1 





* : nombre de souches, = 0 



Comme cela ressort du tableau IV ci-dessus, l'apport 
20 d'un second compose de type amide permet une detection encore 

plus specif ique des souches de C. albicans. En effet, seules 
les souches de C. albicans produisent des colonies 
signif icativement colorees sur le milieu selon 1* invention. 
Les souches de C. tropicalis qui sont bleues sur le Milieu VII 
25 donnent des colonies incolores sur le Milieu VIII et la souche 
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de Trlchosporon fortement coloree apres 48 heures d' incubation 
sur le milieu VII ne I'est plus que tres faiblement sur le 
milieu VIII. 

Exemple 5 : 

Des essais ont ete realises pour tester I'interet de 
combiner un subs t rat d 1 hexosaminidase et un substrat de 
B-glucosidase dans des milieux pour l'isolement et 
1 T identification des levures. 

Au milieu I de 1* exemple 1, il a ete ajoute un 
substrat de ii-glucosidase, le 6-Chloro-3-indolyl-fl-D- 
glucoside, a 0,07 g/1 (milieu IX). A ce milieu, il a ete 
ajoute soit un activateur d f hexosaminidase (N-Acetyl- 
glucosamine) a lg/1 (milieu X) , soit un inhibiteur de 
1' hexosaminidase des C. tropicalis (Acetamide) a 1 g/1 (milieu 
XI), soit une combinaison de 1' activateur et 1' inhibiteur 
precites aux memes concentrations (milieu XII) . 

Sur ces quatre milieux, dix-huit souches de levures 
ont ete directement cultivees en boltes de Petri. Les souches, 
provenant de la collection de la demanderesse, appartiennent 
aux especes suivantes : C. albicans (3 souches), C. glabrata 
(2 souches), C. guilllermondli (2 souches), C. kefyr (2 
souches), C. krusel (1 souche), C. lusitaniae (2 souches), 
C. parapsllosis (1 souche), C. tropicalis (3 souches), 
Saccharomyces cerevisiae (1 souche), Trichosporon spp. (1 
souche). Les boltes ont ete incubees 4 37°C pendant 48 heures. 
Les colonies formees ont ete examinees visuellement , 
respectivement apres 24 et 48 heures d' incubation selon les 
interpretations suivantes : 

- les colonies bleues correspondent £ des souches 
produisant la N-acetyl-fi-D-glucosaminidase appartenant a 
priori a l'espece C. albicans ; 

- les- colonies roses correspondent a des souches 
produisant la ft-Brrglucosidase appartenant a priori aux especes 
C. guilliermondii* kefyr, C. lusitaniae, et C. tropicalis ; 
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- les colonies mauves correspondent a des souches 
produisant les deux activites enzymatiques ; 

- les colonies blanches correspondent aux souches ne 
produisant aucune des enzymes precitees ou dont ces enzymes 
sont inhibees, elles appartiennent done a d'autres especes de 
levures qui seront alors a identifier a l T aide des techniques 
habituelles. 

Les resultats sont presentes dans le tableau V ci- 

apres : 
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TABLEAU V 





Coloration 


£ 24 heures 


a 4 8 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


IX 


1-bleue* 


2-bleue 




3-bleue 


— 


— 


X 


2-bleue 


1-bleue 




3-bleue 




— 


XI 


1-bleue 


2-bleue 


— 


3-bleue 


— 


— 


XII 


2-bleue 


1-bleue 


— 


3-bleue 




— 


C. glabrata 


IX 






2 


- 


- 


2 


X 






2 


— 


— 


2 


XI 






2 




— 


2 


XII 






2 




— 


2 


c. 

guilliermondli 


IX 






2 


2-rose 






X 






2 


2-rose 




2 


XI 




~ 


2 


2-rose 


— 


2 


XII 






2 


— 


2-rose 


2 


C. kefyr 


IX 




2-rose 


2 


2-rose 




2 


X 




2-rose 


2 


2-rose 




2 


XI 




2-rose 


2 


2-rose 


— 


2 


XII 




2-rose 


2 


2-rose 


— 


2 


C. krusei 


IX 






1 






1 


X 






1 


~ 




1 


XI 






1 


— 


— 


i 


XII 






1 


— 


— 


i 


C. lusltaniae 


Xa 






2 


1— rose 


1-rose 


2 


X 






2 


2-rose 




2 


XI 






2 


1-rose 


1-rose 


2 i 


VTT 








2— rose 




2 


C. parapsllosls 


IX 






1 






1 


X 






1 






1 


XI 






1 






1 


XII 






1 






1 


C. tropicalis 


IX 


2-rose 


1-rose 




2 -mauve 


1-rose 




X 


2-rose 


1-rose 




2 -mauve 


1-rose 


3 


XI 


2-rose 


1-rose 




3-rose 




3 


XII 


2-rose 


1-rose 




3-rose 




3 


S. cerevislae 


IX 






1 






1 


X 






1 






1 


XI 






1 






1 


XII 






1 






1 


Tri chosporon 


IX 






1 


1 






X 






1 






1 


XI 






1 






1 


XII 






1 




1 





5 



* : nombre de souches-couleur des colonies, = 0 



WO 99/09207 



PCT/FR98/01717 



19 

Comme cela ressort du tableau V ci-dessus, I'apport 
d'une combinaison d'un substrat d f hexosaminidase et d f un 
substrat de ft-glucosidase permet une detection d'un nombre 
plus important d'especes de levure. En effet, il est possible 
sur les milieux selon 1 f invention de distinguer les souches de 
C. albicans d f une part, celles de C. guilliermondii, C. kefyr, 
C. lusitaniae, et C. tropicalis de 1" autre, des autres especes 
de levures. Les milieux X, XI et XII, illustre l'interet 
d'associer cette combinaison de substrat a un activateur 
d f hexosaminidase, a un inhibiteur specif ique de 

1' hexosaminidase des souches de C. tropicalis ou au melange 
des deux. Sur le milieu X la detection des souches de 
C. albicans est plus rapide que sur le milieu IX, sur le 
milieu XI, la difference entre les souches de C. albicans et 
celles de C. tropicalis est plus nette et le milieu XII 
combine les avantages des milieux X et XI . 
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REVINDICATIONS 

1. Milieu de culture et d f identification specif ique 
de levures comprenant un substrat chromog^ne ou fluorigene, 
susceptible d'etre hydrolyse par une enzyme du groupe des 
hexosaminidases, caracteri.se en ce que le milieu comprend en 
outre au moins un compost selectivement inhibiteur de 
l f activity hexosaminidase de C. tropicalis. 

2. Milieu, selon la revendication 1, caract^rise en 
ce que le compost selectivement inhibiteur est une amide de 
formule (I) : 

(I) R-(CO-NR f R' f ) n 

dans laquelle, preraierement, soit R, R f et R' ' sont, 
independamment les uns des autres, constitu£s par : 

- un atome d'hydrogene, 

- une chaine hydr ocarbonee , saturee ou insaturee, 
aliphatique ou cyclique, comportant eventuellement au moins un 
heteroatome, 

soit chacun des R et/ou R' et/ou R' ' f orment ensemble 
une chaine hydrocarbon£e cyclique, saturee ou insaturee, 
comportant eventuellement au moins un heteroatome, 

deuxiemement, n est un nombre entier sup£rieur ou 

egal a 1. 

3. Milieu, selon la revendication 1, caract^rise en 
ce que le compose selectivement inhibiteur est une amide de 
formule (I) : 

(I) R-CCO-NR'R' 1 ) n 

dans laquelle, premierement, soit R, R f et R f ' sont, 
independamment les uns des autres, constitu6s par : 

- un atome d'hydrogene, 

- une chaine hydrocarbon6e, satur6e ou insaturee, 
aliphatique ou cyclique, Eventuellement interrompue par au 
moins un heteroatome. 
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soit chacun des R et/ou R' et/ou R' ' foment ensemble 
une chaine hydrocarbonee cyclique, saturee ou. insaturee, 
comportant eventuellement au moins un heteroatome, 

deuxiemement, n est un nombre entier super ieur ou 

5 egal a 1. 

4. Milieu, selon les revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que le compose selectivement inhibiteur est une amide de 
formule (I) : 



10 (I) R-<CO-NR f R' ■ ) n 

dans laquelle f premierement, R, R" et R' 1 sont, 
independamment les uns des autres, const itues par : 

- un atome d'hydrogene, 

15 - une chaine hydrocarbonee aliphatique, 

et, deuxiemement, n est egal a 1 ou 2. 

5. Milieu, selon les revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que le compose selectivement inhibiteur est 
une acetamide. 

20 6. Milieu, selon les revendications 1 a 5, 

caracterise en ce qu f il comprend un activateur specif ique de 
1" enzyme hexosaminidase de C- albicans. 

7. Milieu, selon la revendication 6, caracterise en 
ce que l v activateur specif ique de l 1 enzyme hexosaminidase est 

25 la N-acetyl-glucosamine. 

8. Milieu, selon les revendications precedentes, 
caracterise en ce qu f il comprend un melange de composes 
selectivement inhibiteurs. 

9. Milieu, selon la revendication 8, caracterise en ce 
30 que le melange de composes selectivement inhibiteurs est 

constitue d' acetamide et de formamide. 

10. Milieu, selon les revendications 1 et 9, 
caracterise en ce que le milieu est gelifie et comprend pour 1 
litre : 

35 - peptones ou melange de peptones 0,01-40 g 

- extrait de levure 0,01-40 g 
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- glucose (source de carbone) 

- tampon phosphate (pH entre 5 et 8 f 5) 

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl- 

B-D-glucosaminide ( Biosynth) 

- acetamide (Sigma) 

- inhibiteur de bacteries 

- agar 

11. Milieu selon les revendications 9 et 10 
comprenant de plus de la N-acetyl-glucosamine a 1,0 g/1. 

12. Milieu selon les revendications 10 et 12 
comprenant de plus de la formamide a 0,5 g/1. 

13. Milieu pour la detection et 1' identification 
specif ique de levures, caracterise par le fait qu' il comprend 
deux substrats, un premier substrat, chromogene ou fluorigene, 
susceptible d'etre hydrolyse par une enzyme du groupe des 
hexosaminidases, et un second substrat, chromogene ou 
fluorigene, susceptible d'etre hydrolyse par une enzyme du 
groupe des glucosidases . 

14. Milieu, selon la revendication 13, dans lequel 
chaque substrat est constitue d'une partie specif ique de 
1' enzyme et d'une partie marqueur, caracterise par le fait que 
la partie marqueur du premier substrat est differente de la 
partie marqueur du second substrat. 

15. Milieu, selon l'une quelconque des revendications 
13 ou 14, caracterise par le fait qu' il comprend un activateur 
et/ou un inhibiteur d' hexosaminidase. 

16. Milieu, selon la revendication 15, caracterise 
par le fait que l'activiteur est constitue par une hexosamine 
et/ou une hexosaminidine et/ou que 1' inhibiteur reprend les 
caracteristiques de l'une quelconque des revendications 1 a 
12. 

17. Milieu, selon l'une quelconque des revendications 
13 a 16, caracterise par le fait que le substrat 
d' hexosaminidinase est constitue par un derive d' indoxyl et/ou 
que le substrat de glucosidase est constitue par un derive 
d' indoxyl. 
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0-10 g 
2,5-100 mM 

20-600. 10" 6 M 
0,01-20 g 
0-20 g 

11-20 g 
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18. Milieu, selon l'une quelconque des revendications 
1 a 17, caracterise par le fait que le milieu est liquide ou 
g£lif ie. 

19- Proc6de d f analyse microbiologique pour identifier 
selectivement la levure C. albicans et/ou C. tropicalis et/ou 
differencier les levures C. albicans et C. tropicalis, 
caracterise en ce que l f on met directement 1 1 echantillon a 
analyser au contact d f au moins un milieu d f identification 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 12- 

20. Proc6de d' analyse microbiologique pour detecter 
et identifier selectivement certaines esp^ces de levures 
Candida, caract6ris£ en ce que 1' on met directement 
1' echantillon en contact avec un milieu selon l'une quelconque 
des revendications 13 ou 18, que 1' on attend que des 
colorations apparaissent dans le milieu et que 1' on identifie, 
par des differences de colorations, les C. albicans par 
rapport, d'une part, aux C. guilliermondii, C. kefyr, 
C. lusitaniae et/ou C. tropicalis et, d' autre part, aux autres 
Candida, ainsi que les C. guilliermondii, C. kefyr, 
C. lusitaniae et/ou C. tropicalis par rapport aux autres 
Candida . 

21. Proc6d6, selon la revendication 20, caracterise 
en que l'on attend entre 36 et 60 heures et avantageusement 
sensiblement 48 heures, lorsque le milieu ne contient pas 
d'activateur ou d' inhibiteur selon l'une quelconque des 
revendications 15 ou 16. 

22. Procede, selon la revendication 20, caracterise 
en que l'on attend entre 18 et 30 heures et avantageusement 
sensiblement 24 heures, lorsque le milieu contient un 
activateur ou un inhibiteur selon l'une quelconque des 
revendications 15 ou 16. 

23 Proc6d6, selon l'une quelconque des revendications 
20 a 22, caracterise en ce que l'on identifie C. albicans, 
C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae et/ou C. tropicalis 
par rapport aux autres Candida, lorsque le milieu contient : 

- un substrat d' hexosaminidase, et/ou 
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- un substrat de glucosidase, et/ou 

- un activateur d' hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 

24. Proc6de, selon l'une quelconque des 

revendications 20 a 23, caracteris6 en ce que l'on identifie 
C. albicans par rapport aux C. gruillierjnondii, C. kefyr, 
C. lusitaniae, C. troplcalis et/ou aux autres Candida, lorsque 
le milieu contient : 

- un substrat d' hexosaminidase et un substrat de 
glucosidase, et/ou 

- un activateur d' hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 
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